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©  Fragments  d'ADN  portant  des  parties  de  l'information  génétique  des  poliovirus,  notamment  du  type  PV1,  et  procédé 
pour  leur  obtention. 

©  L'invention  concerne  un  fragment  clonable  originaire  du 
génome  d'un  poliovirus.  Il  est  formé  d'un  segment  hybri- 
dable  à  une  partie  du  poliovirus  du  type  PV-1,  ce  segment 
codant  pour  les  protéines  de  capside  et  pour  les  éventuelles 
protéases  nécessaires  au  découpage  de  celles-ci,  cependant 
essentiellement  à  l'exclusion  d'un  fragment  hybridable  avec 
la  partie  terminale  du  poliovirus,  comportant  au  moins  1,7  à 
1,8  kilobases  à  partir  de  son  extrémité  terminale  3'  et  codant 
pour  les  protéines  intervenant  dans  la  réplication  du  poliovi- 
rus. 
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L ' i n v e n t i o n   e s t   r e l a t i v e   à  des   f r a g m e n t s   d ' A D N  

a y a n t , a u   n i v e a u   de  l ' i n f o r m a t i o n   g é n é t i q u e   q u ' i l s   c o n -  .  

t i e n n e n t ,   des   p a r t i e s   en  commun  a v e c   l e s   p o l i o v i r u s ,   d e  

p r é f é r e n c e   m a i s   non  e x c l u s i v e m e n t   du  t y p e   P V - 1 .   En  p a r -  

t i c u l i e r ,   l ' i n v e n t i o n   e s t   r e l a t i v e   à  des   ADN  c o d a n t   p o u r  

l e s   p r o t é i n e s   de  c a p s i d e   e t   p o u r   l e s   é v e n t u e l l e s   p r o t é -  

a s e s   n é c e s s a i r e s   au  d é c o u p a g e   de  c e l l e s - c i ,   c e p e n d a n t  

e s s e n t i e l l e m e n t   à  l ' e x c l u s i o n   d ' u n   f r a g m e n t   h y b r i d a b l e  

a v e c   l a   p a r t i e   t e r m i n a l e   du  p o l i o v i r u s   c o d a n t   p o u r   l e s  

p r o t é i n e s   i n t e r v e n a n t   d a n s   l a   r é p l i c a t i o n   du  p o l i o v i r u s .  

P l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   e n c o r e ,   l ' i n v e n t i o n   c o n c e r n e   d e  

t e l s   ADN,  q u i   c o m p o r t e n t   é g a l e m e n t   l e s   n u c l é o t i d e s   d e  

l ' e x t r é m i t é   5'  du  p o l i o v i r u s   du  t y p e   PV-1  (ou  P V 1 ) .  

B i e n   q u ' a y a n t   d é j à   f a i t   l ' o b j e t   de  n o m b r e u s e s  

é t u d e s ,   l a   s t r u c t u r e   du  génome  du  p o l i o v i r u s   PV-1  n ' e s t  

e n c o r e   que  t r è s   p a r t i e l l e m e n t   c o n n u e .   Q u e l q u e s   s i t e s   d e  

r e s t r i c t i o n   p a r   des   e n z y m e s   s p é c i f i q u e s   on t   d é j à   é t é  

d é c r i t s   e t   l o c a l i s é s ,   m a i s   l a   m é c o n n a i s s a n c e   de  l a  

c a r t e   de  l a   m a j e u r e   p a r t i e   du  génome   a  r e n d u   i m p o s s i b l e  

à  ce  j o u r   l ' é t u d e   e t   l a   c o n s t r u c t i o n   de  f r a g m e n t s   d e '  

l o n g u e u r  d é t e r m i n é e   e t . c o r r e s p o n d a n t   à  des  p a r t i e s   d é t e r -  

m i n é e s  d e   ce  g é n o m e .  

L'ARN  a  c e p e n d a n t   f a i t   l ' o b j e t   d ' é t u d e s   p o u s s é e s .  

Les  i n f o r m a t i o n s   q u i  e n   on t   é t é   t i r é e s   c o n t r i b u e n t   c e r t e s  

à  une   m e i l l e u r e   c o n n a i s s a n c e   du  génome  l u i - m ê m e   du  p o l i o -  

v i r u s .   I l   a  é t é   p o s s i b l e   g r â c e   à  l a   d i g e s t i o n   de  c e t   ARN 

p a r   une  RNase  Tl  (ou  n u c l é a s e   T l )   d ' i s o l e r   un  c e r t a i n  

n o m b r e   d ' o l i g o n u c l é o t i d e s   r é s i s t a n t   à  la   RNase   T l ,   de  l e s  

c a r a c t é r i s e r   ( r é f é r e n c e   6)  e t   même  de  d é t e r m i n e r   l e s   e m -  

p l a c e m e n t s   r e l a t i f s   des  s é q u e n c e s   n u c l é o t i d i q u e s   du  g é -  

nome  a u x q u e l l e s   c o r r e s p o n d e n t   l e s d i t s   o l i g o n u c l é o t i d e s  



( 2 1 ) .   Ces  o l i g o n u c l é o t i d e s   s e r o n t   d a n s   ce  q u i   s u i t   d é -  

s i g n é s   p a r   l e s   mêmes  n u m é r o s   que   c e u x   u t i l i s é s   p a r  

Y .F .   LEE  (dans  l a   p u b l i c a t i o n   6 ) .  

L ' i n v e n t i o n   a  p o u r   b u t   de  r e m é d i e r   aux  d i f f i -  

c u l t é s   s u s m e n t i o n n é e s ,   n o t a m m e n t   en  ce  q u i   c o n c e r n e   l a  

p r o d u c t i o n   de  f r a g m e n t s   d 'ADN  de  l o n g u e u r   d é t e r m i n é e ,  

p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   de  c e u x   p o r t a n t   l ' i n f o r m a t i o n   n é -  

c e s s a i r e   p o u r   d i r i g e r   l a   s y n t h è s e   des   p r o p r i é t é s   a n t i g é -  

n i q u e s ,   de  p r é f é r e n c e   a u s s i   i m m u n o g é n i q u e s , s p é c i f i q u e s  

au  p o l i o v i r u s ,   c e p e n d a n t   en  l ' a b s e n c e   des   p a r t i e s   du  g é -  

nome  de  ces   d e r n i e r s   q u i   p o r t e n t   l e s   g è n e s   l e u r   c o n f é -  

r a n t   un  c a r a c t è r e   i n f e c t i e u x .  

L ' i n v e n t i o n   a  é g a l e m e n t   p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t  

p o u r   b u t   l a   p r o d u c t i o n   de  t e l s   f r a g m e n t s ,   c e u x - c i   c o m p r e -  

n a n t   c e p e n d a n t   l a   t o t a l i t é   des   n u c l é o t i d e s   s p é c i f i q u e s  

de  l a   r é g i o n   d ' e x t r é m i t é   5'  du  p o l i o v i r u s .  

L ' i n v e n t i o n   d é c o u l e   de  l a   d é c o u v e r t e   que  l e  

c l o n a g e   d a n s   u n e   b a c t é r i e   d ' u n   h y b r i d e   de  cADN-ARN  a v a i t  

a b o u t i   en  f a i t   à  l a   p r o d u c t i o n   d ' u n e   m u l t i t u d e   de  c l o n e s  

c o n t e n a n t   des   f r a g m e n t s   de  d i f f é r e n t e s   l o n g u e u r s   e t   c o r -  

r e s p o n d a n t   r e s p e c t i v e m e n t   à  d e s   r é g i o n s   d i f f é r e n t e s   d u  

cADN  e n t i e r   s u s c e p t i b l e   d ' ê t r e   s y n t h é t i s é   à  p a r t i r   d e  

l 'ARN  du  p o l i o v i r u s   PV-1 .   De  p l u s   l ' i n v e n t i o n   t i r e   p r o -  
f i t   de  l a   c o m b i n a i s o n   q u i   a  é t é   r é a l i s é e   des  t e c h n i q u e s  

d ' a n a l y s e   de  ces   d i v e r s   f r a g m e n t s   p a r   des   e n z y m e s   de  r e s -  

t r i c t i o n , d ' u n e   p a r t ,   e t   de  l a   t e c h n i q u e   d ' h y b r i d a t i o n  

in   s i t u   q u i   p e u t   ê t r e   o b s e r v é e   e n t r e   l e s d i t s   f r a g m e n t s  

e t   d i v e r s   n u c l é o t i d e s   r é s i s t a n t   à  l a   R N a s e ,   d ' a u t r e   p a r t ,  

p o u r   é t a b l i r  :  

-  l e s   c a r t e s   de  r e s t r i c t i o n   d ' u n   c e r t a i n   n o m b r e   des   f r a g -  

m e n t s   de  cADN  c l o n é s ,  

-  l e s   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s   que  d e v a i e n t   a v o i r   ces   m ê m e s  

f r a g m e n t s   d'ADN  v i s - à - v i s   du  cADN  e n t i e r   c o r r e s p o n d a n t  

au  génome  du  p o l i o v i r u s   PV-1  e t ,  p a r   c o n s é q u e n t ,   l a  

c a r t e   de  r e s t r i c t i o n   c o r r e s p o n d a n t e   du  génome  e n t i e r  

du  p o l i o v i r u s   P V - 1 .  

En  e f f e t ,   on  c o n s t a t e   q u ' a p r è s   c l o n a g e   a u c u n   d e s  

c l o n e s   n ' e s t   en  g é n é r a l   c a p a b l e   de  s ' h y b r i d e r   à  t o u s   l e s  



n u c l é o t i d e s   r é s i s t a n t   à  l a   n u c l é a s e   T1,  que  n é a n m o i n s  

l a   p l u p a r t   des   c l o n e s   c o n d u i s e n t   à  des   h y b r i d a t i o n s   a v e c  

un  s e u l   o l i g o n u c l é o t i d e ,   v o i r e   a v e c   q u e l q u e s   o l i g o n u -  

c l é o t i d e s   r é s i s t a n t   à  l a   RNase   T l e t   c o n n u s   p o u r   s ' h y b r i d e r  

a v e c   des   z o n e s   v o i s i n e s   ou  a d j a c e n t e s   du  génome  e n t i e r  

du  p o l i o v i r u s .   I l   en  e s t   r é s u l t é   l a   p o s s i b i l i t é   de  p r é -  

c i s e r   l e s   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s   des   f r a g m e n t s   cADN  c l o n é s  

v i s - à - v i s   du  génome  e n t i e r ,   comme  c e l a   r e s s o r t   de  l a  

f i g u r e   1.  Les  a n a l y s e s   de  r e s t r i c t i o n   o p é r é e s   s u r   l e s  

d i f f é r e n t s   f r a g m e n t s   on t   p e r m i s  d e   d é t e r m i n e r   l e u r s p o s i -  

t i o n s   r e l a t i v e s   e n t r e   eux  de  f a ç o n   b e a u c o u p   p l u s   p r é c i s e ,  

p a r   l à   m i s e   en  a l i g n e m e n t   des   s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   c o n -  

t e n u s   d a n s   l e u r s   p a r t i e s   c o m m u n e s .  

La  r é a l i s a t i o n   d ' u n e   c a r t e   de  r e s t r i c t i o n   d u  

g é n o m e   e n t i e r   du  p o l i o v i r u s   s e r a   e x p l i c i t é e   p l u s   l o i n   à  

l ' o c c a s i o n   de  l a   d e s c r i p t i o n   de  l ' e n s e m b l e   d e s  e s s a i s   q u i  

o n t  é t é   r é a l i s é s   p o u r   a b o u t i r   à  l ' é t a b l i s s e m e n t   de  l a  

c a r t e   de  r e s t r i c t i o n   g l o b a l e .  

La  f r a g m e n t a t i o n   du  cADN  ( r é s u l t a n t   de  l a   " r é p a -  

r a t i o n "   p a r   l e s   c e l l u l e s   t r a n s f o r m é e s   e l l e s - m ê m e s   d e s  

f r a g m e n t s   c o r r e s p o n d a n t s   du  cADN-ARN  h y b r i d e )   au  c o u r s  

de  l ' o p é r a t i o n   de  c l o n a g e   i n i t i a l   é t a i t   d ' a u t a n t   p l u s  

i n a t t e n d u e   que  l a   s y n t h è s e   du  cADN  a v a i t   é t é   a m o r c é e   p a r  

l ' o l i g o ( d T )   au  n i v e a u   du  p o l y . ( A )   t e r m i n a l   3'  de  l ' A R N  

v i r a l ,   de  s o r t e   que  l ' o n   s ' a t t e n d a i t   à  l ' o b t e n t i o n   d e  

cADN  c l o n é   a y a n t   a u s s i   une  e x t r é m i t é   i n t a c t e   3 ' .   Mais   c e  
r é s u l t a t   i n a t t e n d u   a  é t é   t r a n s f o r m é   en  un  a v a n t a g e ,   p u i s -  

q u ' i l   a  p e r m i s , à   l ' a i d e   de  l a   c o m b i n a i s o n   des  t e c h n i q u e s  

é v o q u é e s   c i - d e s s u s ,   de  r é a l i s e r   l a   d i s t r i b u t i o n   des   d i f -  

f é r e n t s   f r a g m e n t s   d'ADN  c l o n é s   o b t e n u s ,   s u r   t o u t e   l a   l o n -  

g u e u r   du  cADN  c o r r e s p o n d a n t ,   p a r   c o n s é q u e n t   du  génome   l u i -  

m ê m e .  

Au  t i t r e   des  r é s u l t a t s   i n a t t e n d u s ,   i l   f a u t   é g a -  

l e m e n t   n o t e r   l ' i s o l e m e n t   de  c e r t a i n s   c l o n e s   d o n t   l e s  f r a g -  

m e n t s   de  ces   ADN  d ' i n s e r t i o n   se  s o n t   r é v é l é s   c o n t e n i r   l a  

s é q u e n c e   d ' e x t r é m i t é   5'  e n t i è r e   du  p o l i o v i r u s   PV-1 .   Un 

t e l   r é s u l t a t   ne  p o u v a i t   pas   ê t r e   o b t e n u   p a r   le   c l o n a g e  

en  l i e u   et  p l a c e   de  l ' h y b r i d e   cADN-ARN,  du  cADN  l u i - m ê m e  

c o r r e s p o n d a n t   au  génome  e n t i e r   du  v i r u s ,   en  r a i s o n   de  l a  



f o r m a t i o n   b i e n   c o n n u e   d ' u n e   b o u c l e   de  n u c l é o t i d e s   a l t é r a n t  

l ' e x t r é m i t é   5 ' ,   au  c o u r s   de  l a   f o r m a t i o n   du  s e c o n d   b r i n  

de  ce  cADN,  s o u s   l ' a c t i o n   de  l a   p o l y m é r a s e   a p p r o p r i é e .  

L'ADN  s e l o n   l ' i n v e n t i o n   e s t   c a r a c t é r i s é   e n  

ce  q u ' i l   c o n s i s t e   ou  e s t   f o r m é   d ' u n   s e g m e n t   h y b r i d a b l e  

à  u n e  p a r t i e   du  p o l i o v i r u s   du  t y p e   P V - 1 ,   ce  s e g m e n t   c o -  

d a n t   p o u r   l e s   p r o t é i n e s   de  c a p s i d e   et   p o u r   l e s   é v e n t u -  

e l l e s   p r o t é a s e s   n é c e s s a i r e s   au  d é c o u p a g e   de  c e l l e s - c i ,  

c e p e n d a n t   e s s e n t i e l l e m e n t   à  l ' e x c l u s i o n   d ' u n   f r a g m e n t  

h y b r i d a b l e   a v e c   l a   p a r t i e   t e r m i n a l e   du  p o l i o v i r u s ,   c o m -  

p o r t a n t   au  m o i n s   1 , 7   à  1 , 8   k i l o b a s e s   à  p a r t i r   de  s o n  

e x t r é m i t é   t e r m i n a l e   3'  e t   c o d a n t   p o u r   l e s   p r o t é i n e s   i n -  

t e r v e n a n t   d a n s   l a   r é p l i c a t i o n   d u  p o l i o v i r u s .  

Le  p r o c é d é   s e l o n   l ' i n v e n t i o n   p o u r  o b t e n i r   u n  

t e l   ADN  e s t   a l o r s   c a r a c t é r i s é   en  ce  que  l ' o n   r é a l i s e  

une  r e c o m b i n a i s o n   g é n é t i q u e   e n t r e   l e s   f r a g m e n t s   de  cADN, 

t e l s   q u ' i l s   o n t  é t é   o b t e n u s   c i - d e s s u s ,   a p r è s   l e u r   a n a l y s e  .  

dans   l e s   c o n d i t i o n s   d é j à   é v o q u é e s ,   n o t a m m e n t   p a r   le   r e -  

c o u r s   a u x   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n   a p p r o p r i é s   a u x q u e l s   c o r -  

r e s p o n d e n t   d e s   s i t e s   s p é c i f i q u e s   d a n s   l e s   r é g i o n s   que   l e s  

d i v e r s   f r a g m e n t s   o n t   en  commun,  n o t a m m e n t   s e l o n   l a . m é t h o -  

d o l o g i e   q u i   s e r a   d o n n é e   p l u s   l o i n   à  p r o p o s   de  l a   r é a l i s a -  

t i o n   d ' u n   e x e m p l e .  

C o n f o r m é m e n t   à  l ' u n e   des   c a r a c t é r i s t i q u e s   p r é -  

f é r é e s   de  l ' i n v e n t i o n ,   l 'ADN  s u s - d é f i n i   c o m p r e n d ,   d u  

c ô t é   de  son  e x t r é m i t é   5 ' ,   l e s   n u c l é o t i d e s   d ' e x t r é m i t é  

du  p o l i o v i r u s   du  t y p e   P V - 1 ,   p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   l a '  

s é q u e n c e  

En  c o n f o r m i t é   a v e c   l e s   r é s u l t a t s   des   a n a l y s e s  

de  r e s t r i c t i o n   d a n s   l e s   c o n d i t i o n s   q u i   s e r o n t   i n d i q u é e s  

p l u s   l o i n ,   l 'ADN  s e l o n   l ' i n v e n t i o n   p e u t   é g a l e m e n t   ê t r e  

d é f i n i   p a r   r é f é r e n c e   à  l a   s é r i e   d e s s i t e s   de  r e s t r i c t i o n  



s u c c e s s i f s   q u ' i l   c o n t i e n t ,   d o n t   l e s   p o s i t i o n s   p e u v e n t  

a l o r s   ê t r e   d é t e r m i n é e s ,   p a r   e x e m p l e   v i s - à - v i s   d ' u n   s i t e  

BamHI-,  l u i - m ê m e   s i t u é   à  une  d i s t a n c e   de  l ' o r d r e   de  0 , 7  

k i l o p a i r e s   de  b a s e s   (kb  ou  kbp  s e l o n   l e s   a b r é v i a t i o n s  

u t i l i s é e s   p l u s   l o i n )   de  l ' e x t r é m i t é   5'  du  génome  du  p o l i o -  

v i r u s .   Ces  p o s i t i o n s   s o n t   a l o r s   l e s   s u i v a n t e s   ( d i s t a n c e s  

e x p r i m é e s   en  kb  e t   a f f e c t é e s   d ' u n   s i g n e   p o u r   c e u x  

des   s i t e s   s i t u é s   e n t r e   l a d i t e   e x t r é m i t é   5'  du  génome  d u  

p o l i o v i r u s   e t   du  s i t e   BamHI  c o n s i d é r é )  :  

P s t   I   :  1 , 1   ;  1 , 5 5  ;   2 , 7 5  

Pvu  I I  :   2 , 6  

Kpn  I  :  - 0 , 6 3  ;   2 , 7 7  ;   3 , 3 7  

Bgl   I I   4 , 9  

Bam  H I   - 0 , 4 5  ;   1 , 4  ;   3 , 9  

Ba l   I  :  - 0 , 0 5  ;   2 , 8 0  ;   3  ;  4 , 2 5  

B s t   E I I   2 , 5 5   3 , 2 0  

Bgl   I  :  - 0 , 6 6  ;   4 , 5 6  

B c l   I  :  2 , 5 0  ;   3 , 2 5  

I l   va  de  s o i   que  c e r t a i n s   d e  c e s   s i t e s   p o u r r o n t  

d i s p a r a î t r e   à  l ' o c c a s i o n   de  d é l é t i o n s   q u i   n ' a f f e c t e r a i e n t  

pas   l e   c a r a c t è r e   a n t i g é n i q u e   ou  i m m u n o g é n i q u e   des  p r o d u i t s  

d ' e x p r e s s i o n   s u s c e p t i b l e s   d ' ê t r e   o b t e n u s   au  t e r m e   de  l a  

t r a n s f o r m a t i o n   de  c e l l u l e s   a p p r o p r i é e s   p a r   des  v e c t e u r s  

c o n t e n a n t   de  t e l s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n .  

Dans  l a   m e s u r e   où  i l   s e m b l e   é t a b l i   que  l a   r é g i o n  

d ' i n i t i a t i o n   de  l a   t r a d u c t i o n   du  génome  du  p o l i o v i r u s  

PV-1  e s t   s i t u é e   à  une   d i s t a n c e   de  l ' o r d r e   de  741  p a i r e s   d e  

b a s e s   de  l ' e x t r é m i t é   5'  du  g é n o m e ,   on  p e u t   e n v i s a g e r   d e  

r e n o n c e r   d a n s   l e s   f r a g m e n t s   s e l o n   l ' i n v e n t i o n   à  l a   r é g i o n  

c o r r e s p o n d a n t e ,   c a s   dans   l e q u e l   l 'ADN  t e l   q u ' i l   a  é t é   d é -  

f i n i   c i - d e s s u s ' p o u r r a i t   ê t r e   m o d i f i é   p a r   d é l é t i o n   de  l a  

r é g i o n   d ' e x t r é m i t é   5'  c o r r e s p o n d a n t e .   Pa r   e x e m p l e  

l 'ADN  s e l o n   l ' i n v e n t i o n   p e u t   a l o r s   ê t r e   c a r a c t é r i s é   p a r  

une  e x t r é m i t é   5'  f o r m é e   s o i t   p a r   le   s i t e   Bam  HI  de  r é f é -  

r e n c e ,   l o r s q u e   t o u t e   l a   p a r t i e   a n t é r i e u r e   a  é t é   d é l é t é e ,  

s o i t   p a r   l ' e x t r é m i t é   Ba l   I  ( - 0 , 0 5   k b ) ,   ou  Kpn  I  ( - 0 , 6 3   k b )  

ou  Bgl  I  ( - 0 , 6 6   k b ) ,   n o t a m m e n t   en  cas   de  d é l é t i o n s   p a r -  

t i e l l e s   de  l a d i t e   p a r t i e   a n t é r i e u r e .  



A v a n t a g e u s e m e n t ,   l e   f r a g m e n t   d'ADN  s e l o n   l ' i n -  

v e n t i o n   e s t   l i m i t é   du  c ô t é   de  son   e x t r é m i t é   3 ' ,   s o i t   p a r  

un  s i t e   Bg l   I I   ( 4 , 9   k b ) ,   s o i t   p a r   une  e x t r é m i t é   Bgl   I  

( 4 , 5 6   k b ) ,   s o i t   Bal   1  ( 4 , 2 5   k b ) ,   s o i t   Bam  HI  ( 3 , 9   k b ) .   On 

p e u t   e n c o r e   é g a l e m e n t   c a r a c t é r i s e r   l e s   ADN  s e l o n   l ' i n v e n -  

t i o n   p a r   l e u r s   c a p a c i t é s d ' h y b r i d a t i o n   a v e c   l e s   s o n d e s  

d ' o l i g o n u c l é o t i d e s   d é r i v é s   de  l ' A R N   du  p o l i o v i r u s   PV-1  e t  

r é s i s t a n t   à  l à   n u c l é a s e   T1  e t   c o m p o r t a n t   des   e x t r é m i t é s  

n u c l é o t i d i q u e s   5 ' ,   d o n t   l e s   p o s i t i o n s   r e s p e c t i v e s   d a n s   l a  

s é q u e n c e   n u c l é o t i d i q u e   t o t a l e  d e   l ' A R N   du  p o l i o v i r u s   ( r e -  

p é r é e s   en  n o m b r e s   (N)  de  p a i r e s   de  b a s e s   c o m p t é e s   à  p a r -  
t i r   de  sa  p r o p r e   e x t r é m i t é   5 ' )   s o n t   l e s   s u i v a n t e s  :  

N806  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  2 )  

N3000  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  1 )  

N4434  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  9 ) .  

Ces  d e r n i e r s   ADN  s e l o n   l ' i n v e n t i o n   p e u v e n t   ê t r e  

o b t e n u s   p a r   des   v a r i a n t e s   du  p r o c é d é   d é f i n i   c i - d e s s u s   c o n -  

s i s t a n t   à  c l o n e r   un  cADN  r é s u l t a n t   s o i t   de  l ' h y d r o l y s e  

t o t a l e   du  cADN  e n t i e r   c o r r e s p o n d a n t   au  génome  du  p o l i o -  

v i r u s   PV-1  p a r   l ' e n z y m e   de  r e s t r i c t i o n   Bgl  I  ou  Bgl   I I ,  

s o i t   de  l ' h y d r o l y s e   p a r t i e l l e   p a r   l ' e n z y m e   de  r e s t r i c t i o n  

Bal   I  ou  Bam  I ,   p o u r   i s o l e r   l e s   f r a g m e n t s   a y a n t   l e s   l o n -  

g u e u r s   v o u l u e s .  

I l   n ' e s t   pas   s a n s   i n t é r ê t   de  n o t e r   i c i   q u e , d a n s  

l a   m e s u r e   où  l ' o n   r e c h e r c h e   un  cADN  f i n a l   c o n f o r m e   à  l ' i n -  

v e n t i o n   c o m p r e n a n t   l ' e x t r é m i t é   5'  i n t a c t e   du  génome   d e  

P V - I ,   on  p e u t   é g a l e m e n t   c l o n e r   le   cADN  r é s u l t a n t   de  l a  

r e c o m b i n a i s o n   g é n é t i q u e   de  l ' u n   des  cADN  p a r m i   c e u x   p r o -  

d u i t s   à  l ' i s s u e   du  c l o n a g e   de  l ' h y b r i d e   PV-1  cADN-ARN  e t  

q u i   c o m p o r t e   l a   r é g i o n   d ' e x t r é m i t é   5'  de  PV1,  d ' u n e   p a r t ,  
a v e c   le   cADN  e n t i e r   q u i   p r é c è d e ,   d ' a u t r e   p a r t ,   a p r è s   t r a i -  
t e m e n t   de  c e s   cADN  avec   l ' u n e   des   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n  
a u x q u e l l e s   c o r r e s p o n d e n t   des  s i t e s   dans  la  région commune  à ces deux  cADN. 

Le  cADN  f i n a l   o b t e n u   p e u t   a l o r s   à  son  t o u r   ê t r e  

i n c o r p o r é   d a n s   un  v e c t e u r ,   p a r   e x e m p l e   pBR322 ,   dans   l e s  

c o n d i t i o n s   q u i   s o n t   d é c r i t e s   p l u s   l o i n   ou  des  c o n d i t i o n s  

a n a l o g u e s ,   le   v e c t e u r   e n t i e r   é t a n t   e n s u i t e   u t i l i s é   p o u r  

t r a n s f o r m e r   des   c e l l u l e s   h ô t e   a p p r o p r i é e s   d a n s   l e s q u e l l e s  



le   f r a g m e n t   en  q u e s t i o n   e s t   s u s c e p t i b l e   d ' ê t r e   e x p r i m é .  

L ' i n v e n t i o n   c o n c e r n e   donc   é g a l e m e n t   l ' a p p l i -  

c a t i o n   de  c e s   ADN  à  l a   p r o d u c t i o n   de  p r i n c i p e s   a n t i -  

g é n i q u e s   c o m p r e n a n t   l a   t r a n s f o r m a t i o n   a v e c   c e t   ADN 

d ' u n e   c e l l u l e   h ô t e   dans   l a q u e l l e   i l   e s t   s u s c e p t i b l e  

d ' ê t r e   e x p r i m é ,   le   cas   é c h é a n t   a p r è s   i n c o r p o r a t i o n   p r é a -  

l a b l e   de  c e t   ADN  d a n s   un  v e c t e u r   a p p r o p r i é ,   c o n t e n a n t  

un  p r o m o t e u r   s u s c e p t i b l e   d ' i n i t i e r   l a   t r a d u c t i o n   de  c e t  

ADN  d a n s   l a d i t e   c e l l u l e   h ô t e ,   et   l a   r é c u p é r a t i o n   à  p a r -  

t i r   des   c e l l u l e s   t r a n s f o r m é e s   ou  de  l e u r   m i l i e u   de  c u l -  

t u r e ,   s e l o n   l e   c a s ,   des  p r i n c i p e s   a n t i g é n i q u e s   p r o d u i t s .  

On  p e u t   à  c e t   é g a r d   a v o i r   r e c o u r s   à  des  t e c h -  

n i q u e s   d é s o r m a i s   c l a s s i q u e s .  

Des  c a r a c t é r i s t i q u e s   c o m p l é m e n t a i r e s   de  l ' i n v e n -  

t i o n   a p p a r a î t r o n t   e n c o r e   au  c o u r s   de  l a   d e s c r i p t i o n   p l u s  

d é t a i l l é e   q u i   s u i t   d e  l a  m i s e   en  oeuvre .   des   d i f f é r e n t s   a s p e c t s  

de  l ' i n v e n t i o n ,   n o t a m m e n t   avec   r é f é r e n c e   a u x d e s s i n s ,   d a n s  

l e s q u e l s   l e s   f i g u r e s   f o n t   a p p a r a î t r e   l e s   f a i t s   s u i v a n t s  :  

La  f i g u r e   1  f o u r n i t   une  r e p r é s e n t a t i o n   d e s  

c a r t e s   de  r e s t r i c t i o n   de  p l u s i e u r s   des   f r a g m e n t s   de  cADN 

q u i   o n t  é t é   o b t e n u s   a p r è s   t r a n s f o r m a t i o n   de  E.  c o l i   p a r  

un  cADN-ARN  h y b r i d e   du  g e n r e   en  q u e s t i o n ,   l e s d i t s   f r a g -  

m e n t s   d'ADN  é t a n t   p l a c é s   dans   l e s   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s  

p e r m e t t a n t   d ' a m e n e r   en  a l i g n e m e n t  ( o u   en  c o i n c i d e n c e )  

l e s   r é g i o n s   q u i   l e u r   s o n t   c o m m u n e s ,   p a r   c o n s é q u e n t   l e s  

s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   communs  e t   l e s   e m p l a c e m e n t s   d a n s  l e s -  

q u e l s   i l s   p r é s e n t e n t   des  h y b r i d a t i o n s   in   s i t u   a v e c   c e r -  

t a i n s   des   o l i g o n u c l é o t i d e s   n u m é r o t é s   r é s i s t a n t   à  l a  

RNase  Tl  c i - d e s s u s   v i s é s   ( l e s   n u m é r o s   c o r r e s p o n d a n t   f i -  

g u r a n t   s o u s   une  t ê t e   de  f l è c h e   et   é t a n t   p r é c é d é s   p a r   l e  

s i g n e   " # " ) .   Les  s i g n e s   u t i l i s é s   p o u r   r e p é r e r   l e s   r é g i o n s  

s p é c i f i q u e s   aux  s i t e s   de  d i v e r s e s   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n  

s o n t   é g a l e m e n t   d é f i n i s   d a n s   la   f i g u r e   1 .  

Les  p e t i t e s   f l è c h e s   c o r r e s p o n d e n t   à  l ' o r i e n t a -  

t i o n   des   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   c o r r e s p o n d a n t s   v i s - à - v i s  

du  v e c t e u r   p o r t e u r   p B R 3 2 2 .  

La  f i g u r e   2  et  l a   f i g u r e   3  s o n t   des  r e p r é s e n t a -  

t i o n s   de  m o l é c u l e s   h é t é r o d u p l e x   f o r m é e s   e n t r e   des  f r a g -  



m e n t s   d é l i m i t é s   p a r   des   e x t r é m i t é s   E c o R I ,   o b t e n u e s   p a r  

o u v e r t u r e   des   p l a s m i d e s   c o n t e n a n t   des   f r a g m e n t s   d ' i n s e r -  

t i o n   p r é s e n t a n t   e u x - m ê m e s   des   s é q u e n c e s   n u c l é o t i d i q u e s  

c o m m u n e s .  

La  f i g u r e   4  r e p r é s e n t e   la   c a r t e   de  r e s t r i c t i o n  

o b t e n u e   p o u r   l ' e n s e m b l e   du  g é n o m e   du  p o l i o v i r u s .   L e s  

p o s i t i o n s   des   d i f f é r e n t s   s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   y  s o n t  

p r é s e n t é e s .   Y  f i g u r e n t   é g a l e m e n t   de  f a ç o n   s c h é m a t i q u e  

l e s   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s   v i s - à - v i s   du  génome  e n t i e r   d e s  

f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   de  c e u x   des   c l o n e s   q u i   o n t   é t é  

r e t e n u s   p o u r   é t a b l i r   l a   c a r t e   d e - r e s t r i c t i o n   du  g e n r e  

en  q u e s t i o n .  

L e s  l o n g u e u r s   des   d i f f é r e n t s   f r a g m e n t s   q u i   s é -  

p a r e n t ,   s o i t   deux   s i t e s   i d e n t i q u e s   e n t r e   e u x ,   s o i t   u n  
s i t e   u n i q u e ,   l o r s q u e   t e l   e s t   l e   cas   des   e x t r é m i t é s   r e s -  

p e c t i v e m e n t   5'  e t   3y  du  g é n o m e   e n t i e r   du  p o l i o v i r u s ,   y  
s o n t   e x p r i m é e s   en  n o m b r e   de  k i l o b a s e s .  

Les  f i g u r e s   5a  à  5h  s o n t   une  r e p r é s e n t a t i o n  

s c h é m a t i q u e   des   d i f f é r e n t e s   o p é r a t i o n s   q u i   on t   é t é   e f f e c -  

t u é e s   p o u r   p r o d u i r e   un  cADN  c o n f o r m e   à  l ' i n v e n t i o n .  



C o n s t r u c t i o n   et  c r i b l a g e   ( " s c r e e n i n g " )   de  c l o n e s   c o n t e n a n t  

des  ADN  r e c o m b i n a n t s  :  

Une  s o u c h e   de  p o l i o v i r u s   Mahoney   a p p a r t e n a n t  

au  s é r o t y p e   PV-1  e s t   d é v e l o p p é e   d a n s   des  c u l t u r e s   de  c e l -  

l u l e s   HEla   en  s u s p e n s i o n   e t   on  e x t r a i t   l 'ARN  v i r a l   s e l o n  

l a   t e c h n i q u e   d é c r i t e   p a r   LEE  et   C o l l .   ( r é f é r e n c e   6 ) .  

Un  cDNA  e s t   p r é p a r é   à  p a r t i r   de  ce  RNA  en  m e t t a n t   e n  

o e u v r e   une  a m o r c e   c o n s t i t u é e   p a r   un  o l i g o ( d T ) 1 0   e t   u n e  

t r a n s c r i p t a s e   r é v e r s e   s e l o n   l a   m é t h o d e   d é c r i t e   p a r  

KITAMURA  e t   C o l l .   ( r é f é r e n c e   7 ) .   Les  m o l é c u l e s   h y b r i d e s  

cDNA-RNA  o b t e n u e s   s o n t   p u r i f i é e s   p a r   c e n t r i f u g a t i o n   d a n s  

un  g r a d i e n t   de  s u c r o s e   n e u t r e   1 5 - 3 0   %,  l e s   e x t r é m i t é s   d e  

ces   cDNA-RNA  h y b r i d e s   é t a n t   e n s u i t e   r o g n é e s   avec   de  l a  

RNase  A  (25  m i c r o g r a m m e s / m i l l i l i t r e )   e t   de  la   RNase  Tl  

( 0 , 0 5   U / m i l l i l i t r e )   en  p r é s e n c e   de  NaCl  0 , 3   M.  On  a l l o n g e  

l e s   e x t r é m i t é s   3'  des   m o l é c u l e s   o b t e n u e s   p a r   des  f r a g m e n t s  

poly  ( d C ) s o u s   la  d i r e c t i o n   d ' une   t r a n s f é r a s e   t e r m i n a l e  .   De  même 

on  a l l o n g e   l e s   e x t r é m i t é s   5'  d ' u n   v e c t e u r   de  c l o n a g e  

pBR322  p r é a l a b l e m e n t   o u v e r t   au  n i v e a u   de  son  s i t e   P s t I   a u  

moyen   de  p o l y ( d G ) ,   n o t a m m e n t   s e l o n   l a  t e c h n i q u e   d é c r i t e  

p a r   NELSON  et   C o l l .   ( r é f é r e n c e   8 ) .   Le  DNA  de  pBR322  a i n s i  

m o d i f i é   (450   n.g)  e t   d e s  m o l é c u l e s   de  cDNA-RNA  c o m p o r t a n t  

l e s   a l l o n g e m e n t s   t e r m i n a u x   de  p o l y ( d C )   (300  ng)  s o n t   r é u -  

n i s   p a r   h y b r i d a t i o n ,   n o t a m m e n t   p a r   l e s   t e c h n i q u e s   d é -  

c r i t e s   p a r   WOOD  et   C o l l .   ( r é f é r e n c e   9)  et   ZAIN  et  C o l l .  

( r é f é r e n c e   10),   e t  u t i l i s é s  p o u r   t r a n s f o r m e r   E .  c o l i   1 1 0 6  

8 0 3 r k - m k -   (MURRAY  et   C o l l . ,   r é f é r e n c e   11)  ( C . N . C . M .  

le  19  mai  1981  s o u s   le   n°  I - 1 5 7 ) .  

Les  c l o n e s   b a c t é r i e n s   c o n t e n a n t   des  ADN  r e c o m -  

b i n a n t s   s o n t   s é l e c t i o n n é s   s u r   l a   b a s e   de  l e u r   r é s i s t a n c e  

à  l a   t é t r a c y c l i n e   e t   l e u r   s e n s i b i l i t é   à  l ' a m p i c i l l i n e .  

800  c o l o n i e s   on t   a i n s i   é t é   i s o l é e s .  

A n a l y s e   des   c D N A s  c l o n é s   à  l ' a i d e  d ' e n z y m e s  d e   r e s t r i c t i o n :  

Les  p l a s m i d e s   c o n t e n u s   dans   l e s   c l o n e s   s u s -  

i n d i q u é s   s o n t   i s o l é s   e t   l e s   cDNA  c o n t e n u s   dans   ces  p l a s -  

m i d e s   s o n t   e x t r a i t s   p a r   l a   t e c h n i q u e   des  l y s a t s   c l a i r s  

s e l o n   CLEWEL  et   C o l l .   ( r é f é r e n c e   1 6 ) .   Les  cDNA  s o n t   s é p a -  

r é s   p a r   c e n t r i f u g a t i o n   j u s q u ' à   l ' é q u i l i b r e   dans   des  g r a -  



d i e n t s   de  C s C l /   b r o m u r e   d ' é t h i d i u m   ou  s e l o n   l a   m é t h o d e  

d é c r i t e   p a r   BIRNBOIM  et   C o l l .   ( r é f é r e n c e   1 7 ) .   L e s  

cDNA  p e u v e n t   ê t r e   p u r i f i é s   d a v a n t a g e   e n c o r e   p a r   c e n -  

t r i f u g a t i o n   d a n s   un  g r a d i e n t   de  s u c r o s e   5 - 4 0   %,  n o t a m m e n t  

en  vue  de  l ' é t u d e   a n a l y t i q u e   en  m i c r o s c o p i e   é l e c t r o n i -  

q u e .   Les  a n a l y s e s   au  moyen  d ' e n d o n u c l é a s e s   de  r e s t r i c -  

t i o n   m e t t e n t   en  o e u v r e   des   é l e c t r o p h o r è s e s   s u r   g e l  

d ' a g a r o s e   ou  de  p o l y a c r y l a m i d e   d a n s   un  t a m p o n   T A E ( T r i s  

40  m M , a c é t a t e   20  mM,  pH  7 , 8 ,   EDTA  2  mM).  Les  f r a g m e n t s  

s o n t   v i s u a l i s é s   p a r   UV,  a p r è s   c o l o r a t i o n   p a r   le   b r o m u r e  

d ' é t h i d i u m   (2  p g / m l ) .   Si  n é c e s s a i r e ,   on  p r o c è d e   à  u n e  

p u r i f i c a t i o n   s u p p l é m e n t a i r e   des   f r a g m e n t s   de  r e s t r i c t i o n  

p a r   é l e c t r o - é l u t i o n   à  p a r t i r   du  g e l   d a n s   le   t a m p o n   TAE 

d i l u é   au  1 / 1 0   e t   à  une  c h r o m a t o g r a p h i e   s u r   des   c o l o n n e s  

d ' h y d r o x y a p a t i t e ,   s e l o n   l a   t e c h n i q u e   d é c r i t e   p a r   MAY  e t  

C o l l .   ( r é f é r e n c e   1 8 ) .   On  p r o c è d e   à  l a   c l a s s i f i c a t i o n   d e s  

f r a g m e n t s   s e l o n   une  c a r t e   l i n é a i r e   p a r   des  d o u b l e s  

d i g e s t i o n s   a p p r o p r i é e s .  

E t u d e   des   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s   des   f r a g m e n t s   de  cDNA 

c l o n é s   v i s - à - v i s   du  génome  du  p o l i o v i r u s   P V - 1  :  

Les  c l o n e s   on t   é t é   c r i b l é s   ou  t r i é s   au  moyen  d ' u n e   h y -  
b r i d a t i o n   in   s i t u  ,   en  a y a n t   r e c o u r s   à  d e s   m o l é c u l e s  

c o u r t e s   d u   cADN  PV-1  à  b r i n   s i m p l e   m a r q u é e s   r a d i o -  

a c t i v e m e n t   p a r   du  32p,  u t i l i s é e s   en  t a n t   que  s o n d e   s p é -  

c i f i q u e   de  l ' e x t r é m i t é   3'  du  g é n o m e   du  p o l i o v i r u s   P V 1 .  

On  a  c o n s t a t é   q u ' e n v i r o n   10  %  s e u l e m e n t   des   c e l l u l e s  

t r a n s f o r m é e s   on t   d o n n é   l i e u  a   une   h y b r i d a t i o n   p o s i t i v e .  

P o u r   i d e n t i f i e r   l e s   a u t r e s   c l o n e s   on  a   eu  r e c o u r s   à  

la  t e c h n i q u e   d ' h y b r i d a t i o n   s u r   f i l t r e   d e s c o l o n i e s d e  

G r u n s t e i n - H o . g n e s s   ( r é f é r e n c e s   1 3 , 1 4 ) ,   e n  m e t t a n t   e n  

o e u v r e ,   à  t i t r e   de  s o n d e s   d ' h y b r i d a t i o n ,   d e s   o l i g o n u -  

c l é o t i d e s   du  t y p e   s u s - d é f i n i ,   r é s i s t a n t   à  la   n u c l é a s e  

-T1  et  d o n t   l e s   e x t r é m i t é s   a v a i e n t   é t é   m a r q u é e s   au  3 2 P .  

L ' h y b r i d a t i o n   e s t   e f f e c t u é e   p e n d a n t   60  h e u r e s  

.à  la   t e m p é r a t u r e   de  42°C ,   d a n s   une  s o l u t i o n   d o n t   l a  



c o m p o s i t i o n   e s t   l a   s u i v a n t e  :   1  x  s o l u t i o n   de  D e n h a r t   ( 1 5 )  
2  x  SSC  (NaCl   0 , 3 0   M ; c i t r a t e   de  s o d i u m   0 , 0 3 0   M),  EDTA 

2  mM, KH2PO4  25  mM  ( a j u s t é   à  PH  7 , 2   a v e c   NaOH),   SDS  0 ,5   % 

e t   ARN  de  t r a n s f e r t   de  l e v u r e   ( S i g m a )   5  u g / m l .   Les  f i l t r e s  

on t   é t é   l a v é s   4  f o i s   à  42°C  d a n s   une  s o l u t i o n   de  1  X 

D e n h a r t ,   2  x  SSC,  0,5%  SDS  ( c h a q u e   f o i s   p e n d a n t   une  h e u r e )  

p u i s   3  f o i s   d a n s   2  x  SSC  ( c h a q u e   f o i s   10  m i n u t e s ) .   Les  f i l -  

t r e s   on t   é t é   e n s u i t e   t r a i t é s   a v e c   2 , 5  µ g / m l   de  RNase   d a n s  

une  s o l u t i o n   de  2xSSC  à  41°C  p e n d a n t   45  m i n u t e s ,   l a v é s  

e n c o r e   3  f o i s   d a n s   2xSSC,   p u i s   s o u m i s   à  une  a u t o r a d i o g r a -  

p h i e .  

On  a  é g a l e m e n t   u t i l i s é   d e s   s o n d e s   d ' h y b r i d a t i o n   d e  

cADN  m a r q u é e s   au  3 2 P ,   q u i   on t   é t é   p r é p a r é e s   p a r   i n c u b a t i o n  

l i m i t é e   d 'ARN  P V - 1 ,   a v e c   une  t r a n s c r i p t a s e   r e v e r s e   et  d e s  

o l i g o   ( d T ) 1 0   en  p r é s e n c e   d e ( a   3 2 . P )   ou  de  f r a g m e n t s   d e  

r e s t r i c t i o n   d o n t   l e s   e x t r é m i t é s   é t a i e n t   m a r q u é e s   au  3 2 P .  

Les  c o n d i t i o n s   d ' h y b r i d a t i o n   on t   é t é   c e l l e s   d é c r i t e s   e n  

( 1 4 ) .  

L ' a n a l y s e   de  la   t a i l l e   d e s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   o r i -  

g i n a i r e s   du  cADN  du  p o l i o v i r u s   m o n t r e   en  o u t r e   q u ' a u c u n  

n ' a v a i t   une   l o n g u e u r   s u p é r i e u r e   à  3 , 2 k b .  

Les  h y b r i d a t i o n s   o b s e r v é e s   ont  permis ,   comme  exposé  c i -  
après ,   de  c l a s s e r   les  c lones ,   comme cela  r é s u l t e   du  t a b l e a u   I  

c i - a p r è s   et   de  d é t e r m i n e r   l e s   p o s i t i o n s   r e l a t i v e s   ( m o n -  

t r é e s   d a n s   l a   f i g u r e   1)  des   cADN  c l o n é s   v i s   à  v i s   du  g é n o m e  

i n i t i a l e  

De  la   f i g u r e   1  d é c o u l e n t   é g a l e m e n t   l e s   n a t u r e s   e t  

p o s i t i o n s   c o r r e s p o n d a n t e s   d e s   d i f f é r e n t s   s i t e s   de  r e s t r i c -  

t i o n   q u i   e x i s t e n t   d a n s   le   cADN  du  p o l i o v i r u s   e n t i e r .  





L ' a n a l y s e   d e s   d i f f é r e n t s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n  

a  c o n d u i t   aux  r é s u l t a t s   s u i v a n t s .  

a)  E x t r é m i t é  3 '  d u  g é n o m e  P V - 1  

Deux  c l o n e s ,   p P V 1 - 8 1 8   et   p P V l - 7 1 5   qu i   se  s o n t  

h y b r i d é s   a v e c   l a  s o n d e   s p é c i f i q u e   du  cADN  de  l ' e x t r é m i t é   3 '  

du  p o l i o v i r u s   se  s o n t   a u s s i   h y b r i d é s   a v e c   l e s  o l i g o n u c l é o -  

t i d e s - T 1  N °   8  et   4,  l e s q u e l s   se  s i t u e n t   e u x - m ê m e s   à  

l ' i n t é r i e u r   de  l a   s é q u e n c e   d e s   650  n u c l é o t i d e s   q u i   s ' é t e n -  

d e n t   à  p a r t i r   de  l ' e x t r é m i t é   3'  de  l 'ARN  c o r r e s p o n d a n t   d u  

p o l i o v i r u s   ( 7 ) .  

Comme  r e p r é s e n t é   à  l a   f i g u r e   1  l e s   c a r t e s   de  r e s t r i c -  

t i o n   d e s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   c o r r e s p o n d a n t s   ont  é t é  d i s p o s é s  d e  

f a ç o n   à  ce  que  l e s   s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   P V u I I   et  H i n d I I I  

communs  à  ces   d e u x   f r a g m e n t s   818  et  715  s o i e n t   en  a l i g n e -  

m e n t .   On  a  a i n s i   pu  c o n s t a t e r   que  l e s   p o s i t i o n s   de  c e s  

d e u x   s i t e s   c o ï n c i d a i e n t   a v e c   l e s   s i t e s   c o r r e s p o n d a n t s   d é j à  

c o n n u s   p o u r   ces   d e u x   e n z y m e s   d a n s   le  génome  e n t i e r   d u  

p o l i o v i r u s ,   c ' e s t   à  d i r e   à  d e s   d i s t a n c e s   c o r r e s p o n d a n t   à  

389  e t   926  p a i r e s  d e   b a s e s d e   l ' e x t r é m i t é   3'  du  p o l i o v i r u s .  

G r â c e   à  l ' é t a b l i s s e m e n t   des   c a r t e s   de  r e s t r i c t i o n   d e s  

cADN  c o n t e n u s   d a n s   l e s   c l o n e s   p P V l - 1 4 2 ,   p P V 1 - 3 4 4   e t  pPV1-378,  

o n  a   c o n s t a t é   l ' e x i s t e n c e   d ' u n   s e c o n d   s i t e   H i n d I I I ,   s i t u é  

à  e n v i r o n   0 , 4 5   kb  en  a v a l   du  p r é c é d e n t ,   et   p l u s   en  a v a l  

e n c o r e  d e   s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   Bgl  I I   et  Bgl   I s é p a r é s  

e n t r e   eux  p a r   e n v i r o n   0 , 3   kb(  F i g .   1 ) .   L e u r   c o r r é l a t i o n  

a  é t é   c o n f i r m é e   p a r   l a   c a p a c i t é   q u ' o n t   eu  l e s   deux   f r a g -  

m e n t s   p P V 1 - 3 7 8   et   p P V 1 - 8 1 8   de  s ' h y b r i d e r   a v e c   l ' o l i g o -  

n u c l é o t i d e  N °   5 .  

p P V l - 1 4 2   a  en  o u t r e   d o n n é   l i e u   à  une  h y b r i d a t i o n  

avec   l ' o l i g o n u c l é o t i d e  N °   4  

b )  Mi l i eu   d u  g é n o m e  

Les  c a r t e s   de  r e s t r i c t i o n   des   c l o n e s   s ' h y b r i d a n t  

avec   l e s   o l i g o n u c l é o t i d e s   T1  c o n n u s   pour   s ' h y b r i d e r   a v e c  

le   génome  de  PV-1  d a n s   sa  p a r t i e   c e n t r a l e   (N° l   et  N°  9 )  

on t   é t é   p l a c é s   de  f a ç o n   à  a m e n e r   en  a l i g n e m e n t   l e s   s i t e s  

B g l  1   et  BgI  I I ,   s é p a r é s   d ' e n v i r o n   0 ,3  k b , q u e   t o u s  

deux   p o s s é d a i e n t   é g a l e m e n t .   Un  f r a g m e n t  



de  2 ,8   kb  c o n t e n u   d a n s   p P V 1 - 1 2 0   r é p o n d a i t   a u s s i   à  c e s  

c o n d i t i o n s .   I l   s ' e s t   a v é r é   c o n t e n i r   é g a l e m e n t   des   s i t e s  

de  c l i v a g e   p a r   d e s   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n   s u p p l é m e n t a i r e s ,  

d o n t   l a   p l u p a r t   é t a i e n t   é g a l e m e n t   d a n s   le   c l o n e   p P V 1 - 3 4 1  

( f i g .  1 ) .  

I l   e s t   a l o r s   a p p a r u   que  p P V l - 1 2 0   d e v a i t   a v o i r   d e s  

p a r t i e s   c o m m u n e s   a v e c p P V l - 1 4 2  ,   p P V l - 3 7 8   et  p P V 1 - 3 4 4 ;   c e  

qu i   a  é t é   c o n f i r m é   p a r   l ' é t u d e   d e s  s é q u e n c e s   p r é s u m é e s  

h o m o l o g u e s , p a r   a n a l y s e   au  m i c r o s c o p e   é l e c t r o n i q u e   d e  

m o l é c u l e s   h é t é r o d u p l e x   f o r m é e s   e n t r e   l e s   p r o d u i t s   d e  

d i g e s t i o n   p a r   EcoRI   c o n t e n a n t   c e s   ADN.  Les  m o l é c u l e s   h é t é -  

r o d u p l e x   f o r m é e s   e n t r e   l e s   ADN  p P V 1 - 1 2 0   et  p P V l - 3 7 8   s e  

s o n t   a l o r s   r é v é l é e s   p r é s e n t e r   d e u x   b o u c l e s   D  à  b r i n   s i m p l e  

(B  et   D)  a y a n t   d e s   l o n g u e u r s   de  2 , 3  ±   0 , 3 5   et   1 , 1 6   ± 0 , 2 1 k b  

r e s p e c t i v e m e n t  ( f i g . 2 ) ,   s é p a r é e s   par   une  r ég ion   c e n t r a l e   d ' h o m o -  

l o g i e   (C)  de  7 1 5  ±   75  p a i r e s   de  b a s e s   comme  l a   c a r t e   d e  

l a   f i g u r e   1  p e r m e t t a i t   de  le   p r é d i r e .  

Le  f a i t   que  l e   f r a g m e n t   de  r e s t r i c t i o n   Bgl   I - B g l   I I  

de  0 , 3   kb  p r o v e n a n t   de  l ' e x t r é m i t é   3'  de  p P V 1 - 1 2 0 ( f i g . 1 )  

p r é a l a b l e m e n t   p u r i f i é ,   p r é a l a b l e m e n t   marqué  à  son  e x t r é m i t é  

au  p h o s p h o r e   3 2 , s ' h y b r i d a i t   in   s i t u   a v e c   l e s   c l o n e s  

p P V 1 - 3 4 4   e t   p P V 1 - 3 7 8   a  f o u r n i   une   p r e u v e   s u p p l é m e n t a i r e  

du  r e c o u v r e m e n t   de  ces   d e u x   c l o n e s .  

De  même  on  a  pu  é t a b l i r   l a   p r é s o m p t i o n   du  r e c o u v r e -  

ment   d e s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   120 ,   378 ,   344  et  1 4 2  

comme  i n d i q u é   f i g u r e   1 .  

c)  E x t r é m i t é  5 '  d u  g é n o m e  

P l u s i e u r s   c l o n e s   on  pu  ê t r e   h y b r i d é s   a v e c   l ' o l i g o -  

n u c l é o t i d e - T l   n°  2  ( T a b l e a u   1)  s i t u é   à  e n v i r o n   8 0 0  

n u c l é o t i d e s   à  p a r t i r   de  l ' e x t r é m i t é   5'  (21)   ma i s   a u c u n  

a v e c   l ' o l i g o n u c l é o t . i d e   de  N°  21,   qu i   se  s i t u e  

au  85  ème  n u c l é o t i d e   à  p a r t i r   de  l ' e x t r é m i t é   5'  ( 2 3 ) .  

C e p e n d a n t   on  a  pu  f o r m u l e r   l ' h y p o t h è s e   que  p l u s i e u r s   c l o n e s  

c h e v a u c h a i e n t   la   r é g i o n   du  p o l i o v i r u s   en  r e l a t i o n   a v e c  

l ' o l i g o n u c l é o t i d e   N°  21,   en  r a i s o n   de  la   p r é s e n c e   d a n s  

ces   c l o n e s   de  s i t e s   B g l  I   et   Kpn  I   d o n t   l e s   p o s i t i o n s  

é t a i e n t   c o m p a t i b l e s   a v e c   l e s   p o s i t i o n s   35  et  66  



q u ' o c c u p e n t   l e s   mêmes  s i t e s   d a n s   PV-1  à  p r o x i m i t é   de  s o n  
e x t r é m i t é   5 ' .   Ces  p o s i t i o n s   a v a i e n t   e l l e s - m ê m e s   é t é  

d é d u i t e s   à  p a r t i r   de  l a   s é q u e n c e   de  n u c l é o t i d e s   d e  

l ' e x t r é m i t é   5'  de  l 'ARN  c o r r e s p o n d a n t ( 2 3 )  .   En  p a r t i -  

c u l i e r   ces   d e u x   s i t e s   o n t   é t é   t r o u v é s   d a n s   l e s   c l o n e s  

p P V 1 - 8 4 6   et   p P V I - 3 6 6 .  L ' a n a l y s e   s é q u e n t i e l l e   d e s   n u c l é o -  

t i d e s   de  l ' e x t r é m i t é   5'  de  p P V 1 - 3 6 6   a  de  p l u s   c o n d u i t   à  

l a   s t r u c t u r e   s p é c i f i q u e   i n d i q u é e .  

L ' e x t r é m i t é   5'  de  p P V 1 - 3 6 6   c o m p o r t a i t   en  o u t r e   u n  

b o u t   t e r m i n a l   de  20  r é s i d u s   dG,  su iv i   par  50  n u c l é o t i d e s  
d o n t   l a   s é q u e n c e   e s t   en  a c c o r d   p a r f a i t   a v e c   c e l l e   d é t e r -  

m i n é e   pour  l ' e x t r é m i t é   5'  de  l 'ARN  ( 2 3 , 2 4 )   c o r r e s p o n d a n t   à  

PV1.  I l   en  r é s u l t a i t   que  le   f r a g m e n t   d ' i n s e r t i o n   du  c l o n e  

p P V 1 - 3 6 6   c o m m e n ç a i t   e x a c t e m e n t   au  p remier   n u c l é o t i d e   du  génome 
du  p o l i o v i r u s .  L a  d i f f é r e n c e ,   v o i r e  l ' i m p o s s i b i l i t é   p o u r   l e  

n u c l é o t i d e   n°  21  de  f o r m e r   un  h y b r i d e   s t a b l e   a v e c   p P V 1 -  

366  ou  p P V 1 - 8 4 6   d a n s  l e   t e s t   d ' h y b r i d a t i o n ,   peut  v r a i s e m b l a b l e -  

ment  ê t r e   a t t r i b u é e   à  la  p e t i t e   t a i l l e   de  la  s o n d d e .  

Le  f r a g m e n t   d ' i n s e r t i o n   846  a y a n t   une  l o n g u e u r   d e  

3 ,2   kb  s ' e s t   r é v é l é   c o n t e n i r   a u s s i   un  s e c o n d   s i t e   K p n  I  

s i t u é   à -3   kb  du  p r e m i e r ,   et   p r o c h e   ( e n v i r o n   0 ,1   kb)  d ' u n  

s i t e   Hae  I I .   P u i s q u e   l e   f r a g m e n t   d ' i n s e r t i o n   120  p r é s e n -  

t a i t   a u s s i ,   à  p r o x i m i t é   de  son  e x t r é m i t é   5 ' ,  d e s   s i t e s   Kpn  I  

et  Hae  I I   s é p a r é s   p a r   e n v i r o n   0 ,1   k b , o n   p o u v a i t   f . o r m u l e r  

l ' h y p o t h è s e   s e l o n   l a q u e l l e   la   r é g i o n   d ' e x t r é m i t é   3'  d u  

f r a g m e n t   d ' i n s e r t i o n   846  et   l a   r é g i o n   d ' e x t r é m i t é   5'  d u  

f r a g m e n t   d ' i n s e r t i o n   120  p r é s e n t a i e n t   l a   s é q u e n c e   c o m m u n e  

d e  n u c l é o t i d e   s c h é m a t i s é   à  la   f i g u r e   1 .  

C e t t e   h y p o t h è s e   a  é t é   r e n f o r c é e   pa r   l ' o b s e r v a t i o n  

que  l e s   d e u x   c l o n e s   s ' h y b r i d a i e n t   à  l ' o l i g o n u c l é o t i d e  

n°  1 ,  d o n t   la   l o c a l i s a t i o n   dans   la   r é g i o n   c o r r e s p o n d a n t e   d e  
l 'ARN  de  PV1  e s t   c o n n u e   ( 2 1 ) .  

La  c o n f i g u r a t i o n   du  c h e v a u c h e m e n t   o u  r e c o u v r e m e n t  

e n t r e   p P V l - 8 4 6   et  p P V 1 - 1 2 0  a   é t é   o b t e n u e   p a r   l ' e x a m e n   a u  

m i c r o c o s p e   é l e c t r o n i q u e   des   m o l é c u l e s   h é t é r o d u p l e x   f o r m é e s  

e n t r e  l e s   f r a g m e n t s   o b t e n u s   pa r   d i g e s t i o n   de  ces   p l a s m i d e s  
en  p r é s e n c e   d ' E c o R I . .  

Les  molécules   h é t é r o d u p l e x   ( f ig .   3)  ont  p r é s e n t é   deux  b o u c l e s  
D  à  double  b r in   (G  et  I ) ,   ayant   des  l o n g u e u r s   r e s p e c t i v e s   d e  



3 , 2 8  ±   0 , 5 2   et   2 , 8 2  ±   0 , 4 ,   s é p a r é e s   pa r   une  r é g i o n  

h o m o l o g u e   c e n t r a l e   (H)  de  1 9 5  ±   50  p a i r e s   de  b a s e s ,   comme 

p r é v u  d ' a p r è s   l a   c a r t e   de  l a   f i g u r e   1.  L ' h y b r i d a t i o n  

in  s i t u   a v e c   l e   c l o n e   b a c t é r i e n   p P V l - 8 4 6   du  f r a g m e n t  

d ' e x t r é m i t é   5'  p s t   I  -   p s t   I  de  0 , 4 5   kb,   e x t r a i t   de  p V l -  

120  p u r i f i é   e t   m a r q u é   au  3 2 P , v e n a i t   a p p o r t e r   une   p r e u v e  

s u p p l é m e n t a i r e   du  r e c o u v r e m e n t .  

3  -   R e c o n s t r u c t i o n  d ' u n e  c a r t e  d e  r e s t r i c t i o n  d u  g é n o m e  

P V - 1  e n t i e r  

La  c a r t e   de  r e s t r i c t i o n   du  génome   PV-1  p o u v a i t   e n  

c o n s é q u e n c e   ê t r e   r e c o n s t i t u é e   à  p a r t i r   de  c e u x   d e s  

c l o n e s   s u c c e s s i f s   d o n n a n t   l i e u   à  r e c o u v r e m e n t   m u t u e l ,  

n o t a m m e n t   d e s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r t i o n   8 4 6 , 1 2 0 ,   142  e t   7 5 1 .  

La  c a r t e   de  r e s t r i c t i o n   r e p r é s e n t é e   f i g .   4  du  g é n o m e   t o t a l  

du  p o l i o v i r u s   PV1  d é c o u l e   p a r   c o n s é q u e n t   des   a n a l y s e s   p a r  

l e s   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n   d e s   s u s d i t s   f r a g m e n t s   d ' i n s e r -  

t i o n  .  

L ' e x t r é m i t é   5'  du  f r a g m e n t   366  c o ï n c i d e   a v e c   l e  

n u c l é o t i d e   t e r m i n a l   5'  r é e l   de  P V 1 .  

A  l ' i n v e r a e   le   f r a g m e n t   751  c o i n c i d e   a v e c   l a   r é g i o n  

d ' e x t r é m i t é   3'   de  P V 1 .  

La  t a i l l e   de  q u e l q u e s   f r a g m e n t s   de  r e s t r i c t i o n  

p r i n c i p a u x   e t   l e u r s   e m p l a c e m e n t s   r e l a t i f s   v i s   à  v i s   d u  

génome   e n t i e r   s o n t   d o n n é e s   à  l a   f i g u r e  4   a v e c   une  p r é c i s i o n  

d ' e n v i r o n  ±   200  p a i r e s   de  b a s e s   p o u r   l e s   p l u s   l o n g s ,   e t  
5 0   p a i r e s   de  b a s e s   p o u r   l e s   p l u s   c o u r t s .  

D ' a p r è s   l e s   d o n n é e s   de  l a   f i g u r e   5,  l e   génome   e n t i e r  

c o m p o r t e   de  7  400  à  7  500  n u c l é o t i d e s ,   ce  q u i   e s t   en  a c -  

c o r d   a v e c   des   d é t e r m i n a t i o n s   a n t é r i e u r e s .  

I l   a p p a r a î t r a   donc  c l a i r e m e n t   au  s p é c i a l i s t e   q u e  

la   d e s c r i p t i o n   q u i   p r é c è d e   d é f i n i t   l a   m é t h o d o l o g i e   à  

a p p l i q u e r   p o u r   r e p r o d u i r e   d e s   e s s a i s   de  t r a n s f o r m a t i o n   d e  

E . c o l i  a v e c   un  v e c t e u r , d e   p r é f é r e n c e   un  p l a s m i d e , d a n s   l e q u e l  

a u r a   a u p a r a v a n t   é t é   i n s é r é   un  PV1-cADN-ARN  h y b r i d e ,   p o u r  

i s o l e r   l e s   c l o n e s   c o n t e n a n t   des   f r a g m e n t s   de  cADN  de  P V 1 , e t  



p o u r   l e s   a n a l y s e r   et   r e p é r e r   l e u r s   e m p l a c e m e n t s   r e l a t i f s  

v i s   à  v i s   du  g é n o m e   e n t i e r   i n i t i a l   d a n s   la   m e s u r e   o ù  

i l s   s e r a i e n t   d i f f é r e n t s   des   p r é c é d e n t s .  

I l   e s t   a l o r s   p o s s i b l e   de  r e c o n s t r u i r e   des   cADN  p l u s  

l o n g s   pa r   r e c o m b i n a i s o n   in  v i t r o   d e s   f r a g m e n t s   de  cADN 

c o r r e s p o n d a n t s   q u i   c o m p o r t e n t   des   p a r t i e s   en  c h e v a u c h e m e n t ,  

en  a y a n t   r e c o u r s   aux  e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n   c o m m u n s  

a p p r o p r i é s ,   n o t a m m e n t   s e l o n   l a  t e c h n i q u e   d o n t   un  e x e m p l e   e s t  

d é c r i t   c i - a p r è s  



E x e m p l e   de  p r o d u c t i o n   d ' u n   cADN  c a r a c t é r i s t i q u e ,   c o n f o r m e  
à  l ' i n v e n t i o n .  
O b t e n t i o n  d ' u n  p l a s m i d e  p o r t a n t  l ' e x t r é m i t é  d u  c D N A  

c o r r e s p o n d a n t   a u  g é n o m e  d u  p o l i o v i r u s  P V 1  e t  c o u v r a n t  l e s  

2 / 3  d u  g é n o m e  v i r a l  

On  p r o c è d e   à  l a   r e c o m b i n a i s o n   d e s   d e u x   p l a s m i d e s   d e s  

c l o n e s   p P V I - 8 4 6   et  p P V I - 1 2 0 .  

On  r a p p e l l e   q u e  :  

-  l e   c l o n e   p P V I - 8 4 6   c o u v r e   la   r é g i o n   du  g é n o m e   du  p o l i o v i r u s  

q u i   s ' é t e n d   du  n u c l é o t i d e   1(±  35)  au  n u c l é o t i d e   3 1 0 0  e n v i r o n  

I l   p o r t e   2  s i t e s   de  c o u p u r e   p a r   l ' e n z y m e   de  r e s t r i c t i o n  K p n  I  

(  p o s i t i o n s   66  et   3 0 5 0 ) .   I l   n ' a   a u c u n   s i t e   EcoRI  ( f i g u r e  

5 a )  ;  

l e   c l o n e   p P V I - 1 2 0   c o u v r e   l a   r é g i o n   du  génome   du  p o l i o -  

v i r u s   q u i   s ' é t e n d   du  n u c l é o t i d e   2950  au  n u c l é o t i d e   5 6 5 0  

e n v i r o n .   I l   p o r t e   2  s i t e s   Kpn  I  ( p o s i t i o n s   3050  e t  3 5 4 8 .  

I l   n ' a   a u c u n   s i t e   EcoRI  n i   A v a l   ( f i g u r e   5 b  )  

Le  p l a s m i d e   pBR322  d o n t   s o n t   d é r i v é s   l e s   deux   p l a s m i -  

des   s u s d i t s ,   a  d a n s   son  génome   u n s i t e   E c o R I ( p o s i t i o n   4 3 5 9 )  

u n  s i t e   A v a l   ( 1 4 2 4 ) ,   a u c u n   s i t e   K p n  I .  

Les  p l a s m i d e s   et  f r a g m e n t s   d 'ADN  p r o d u i t s   au  c o u r s  

d e s   o p é r a t i o n s   de  r e c o m b i n a i s o n   s o n t   r e p r é s e n t é s   s c h é m a -  

t i q u e m e n t   d a n s   l e s   f i g u r e s   5a  à  5 h  .   Les  p a r t i e s   r e -  

p r é s e n t é e s   en  z i g z a g   s o n t   o r i g i n a i r e s   des   cDNA  c o r r e s p o n d a i t  

à  des   p a r t i e s   du  p o l i o v i r u s ,   c e l l e s   en  l i g n e s   p l e i n e s   d u  

p l a s m i d e   pBR  3 2 2  .  

P r o c é d u r e   de  r e c o m b i n a i s o n  

1.  H y d r o l y s e   des   DNA  c l o n é s   p a r   d e s   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n  

1 . 1 .   L'ADN  du  p l a s m i d e   p P V I - 8 4 6   e s t   h y d r o l y s é  

c o m p l è t e m e n t   p a r   E c c R I .   La  f o r m e   l i n é a i r e   du  DNA  p l a s m i -  

d i q u e   a i n s i   o b t e n u e   ( f i g u r e   5 c )   e s t   h y d r o l y s é e   p a r   d i g e s -  

t i o n   p a r t i e l l e   a v e c   Kpn  I ;   l e s   f r a g m e n t s   o b t e n u s   ( f i g u r e  5 d )  

s o n t   s é p a r é s   p a r   é l e c t r o p h o r è s e   en  g e l   d ' a g a r o s e   à  0 . 7  % .  

Le  f r a g m e n t   de  t a i l l e   6 . 6   kbp  e s t   s é l e c t i o n n é .  

I l   r e p r é s e n t e   en  e f f e t   l a   s é q u e n c e   du  p l a s m i d e   pBR322  d u  

s i t e   E c o R I a u   s i t e   P s t   I ,   p r o l o n g é e   de  c e l l e   du  DNA  c o r r e s -  

p o n d a n t   à  l a   s é q u e n c e   du  p o l i o v i r u s   q u i   s ' é t e n d   du  n u c l é -  

o t i d e   1  ±   35)   au  n u c l é o t i d e   3050  (2e  s i t e   K p n I ) .  



1 . 2 .   L'ADN  du  c l o n e   p P V I - 1 2 0   e s t   h y d r o l y s é   d a n s  

une  d i g e s t i o n   c o m p l è t e   p a r   A v a l   e t   EcoRI  f o r m a n t   a i n s i  

2  f r a g m e n t s   de  t a i l l e s   d i f f é r e n t e s   ( f i g u r e 5 e   ).  L 'ADN 

e s t   h y d r o l y s é   e n s u i t e   p a r t i e l l e m e n t   p a r   Kpn  I.  L e s  

f r a g m e n t s   a i n s i   o b t e n u s   ( f i g u r e . 5 f )   s o n t   s é p a r é s   p a r   é l e c -  

t r o p h o r ê s e   en  g e l   d ' a g a r o s e   à  0 , 7   %. 

Le  f r a g m e n t   de  t a i l l e   3 . 5 5   kbp  e s t   s é l e c t i o n n é .   I l  

r e p r é s e n t e   en  e f f e t   l a   s é q u e n c e   du  cDNA  du  p o l i o v i r u s   a l l a n t  

du  n u c l é o t i d e   3050  (2e  s i t e   Kpn  I)   au  n u c l é o t i d e   5 6 5 0  

e n v i r o n ,   p r o l o n g é e   de  c e l l e   d e s   752  p a i r e s   de  b a s e s   d u  

s e g m e n t   P s t   I - E c o R I d u   p l a s m i d e   p B R 3 2 2 .  

2.  E x t r a c t i o n   d e s   f r a g m e n t s   de  DNA  d e s   g e l s  

2 . 1 .   Les  f r a g m e n t s   s o n t   v i s u a l i s é s   d a n s   l e s   g e l s   p a r  
c o l o r a t i o n   au  b r o m u r e   d ' é t h i d i u m ;   c e u x   de  la  t a i l l e   v o u l u e  

s o n t   e x t r a i t s   d e s   g e l s   p a r   é l e c t r o é l u t i o n   en  sac   à  d i a l y s e .  

2 . 2 .   Le  m a t é r i e l   a i n s i   o b t e n u   e s t   p u r i f i é   et   c o n c e n -  

t r é .  

3.  R e c o l l a g e   des   f r a g m e n t s   ( r e c o m b i n a i s o n )  

Les  deux   f r a g m e n t s   s é l e c t i o n n é s   p r o v e n a n t   des   c l o n e s  

p P V I - 8 4 6   et   p P V I - 1 2 0   e t   d é c r i t s   c i - d e s s u s   s o n t   m é l a n g é s   e t  

r e c o l l é s   à  l ' a i d e   de  l a   DNA  l i g a s e   du  p h a g e   T 4  .   Les  b o u t s  

c o l l a n t s   f o r m é s   aux  p o i n t s   de  c o u p u r e   par   EcoRI  et   Kpn  e t  

p o r t é s   à  c h a q u e   e x t r é m i t é   des   d e u x   f r a g m e n t s   f a v o r i s e n t  

l e u r   r e c o l l a g e   et   a s s u r e n t   que  c e l u i - c i   ne  p u i s s e   se  f a i r e  

que  d a n s   l e   s e n s   d é s i r é   ( f i g u r e s   5 g  e t  5 h ) .  

Le  génome   du  p l a s m i d e   pBR322  e s t   a i n s i   r e c o n s t i t u é  

s a n s   m o d i f i c a t i o n   n i   d é l é t i o n   d a n s   le   p l a s m i d e   r e c o m b i n a n t .  

En  p a r t i c u l i e r ,   l e s   r é g i o n s   n é c e s s a i r e s   à  sa  r é p l i c a t i o n  

et  à  l ' e x p r e s s i o n   de  l a   r é s i s t a n c e   à  l a   t é t r a c y c l i n e   n e s o n t  

pas   t o u c h é e s .  

4.  T r a n s f o r m a t i o n   de  l a   s o u c h e   E . c o l i   1 1 0 6  

Les  f r a g m e n t s   des   p l a s m i d e s   p P V I - 8 4 6   e t   - 120   r e c o l l é s  

p a r   l e u r s   s i t e s   Kpn  I  e t   E c o R I   s o n t   m i s e s   en  c o n t a c t   a v e c  

des   b a c t é r i e s   c o m p é t e n t e s   de  s o u c h e   E . c o l i   1106  d a n s   l e s  

c o n d i t i o n s   de  t r a n s f o r m a t i o n .   Les  c o l o n i e s   de  b a c t é r i e s  

r é s i s t a n t e s   à  l a   t é t r a c y c l i n e   et  s e n s i b l e s   à  l ' a m p i c i l l i n e  

s o n t   s é l e c t i o n n é e s .  



5.  A n a l y s e   des   n o u v e a u x   c l o n e s  

5.1  Le  DNA  p l a s m i d i q u e   d e s   b a c t é r i e s   t é t r a c y c l i n e  

r é s i s t a n t e s   e s t   p u r i f i é .   Sa  m a s s e   e s t   d é t e r m i n é e   p a r   é l e c -  

t r o p h o r è s e   en  g e l   d ' a g a r o s e .   E l l e   e s t   é g a l e  à   c e l l e   d u  

p l a s m i d e   pBR322  a u g m e n t é e   des   5650  p a i r e s   de  b a s e s   du  cDNA 

v i r a l   f o r m é   p a r   r e c o m b i n a i s o n .  

5 .2   L ' h y b r i d a t i o n   in  v i t r o   d e s   cDNA  a i n s i   o b t e n u s  

a v e c   des   s o n d e s   s p é c i f i q u e s   p r o v e n a n t   d e s   c l o n e s   p P V I - 8 4 6  

et   p P V I - 1 2 0   p e r m e t   l a   v é r i f i c a t i o n   de  l a   p r é s e n c e   d a n s   u n  

s e u l   c l o n e   r e c o m b i n a n t   du  m a t é r i e l   g é n é t i q u e   du  p o l i o v i r u s  

i n s é r é   o r i g i n e l l e m e n t   d a n s   l e s   d e u x   c l o n e s   p a r e n t a u x .  

5 .3   L ' a n a l y s e   d é t a i l l é e   d e s   n o u v e a u x   c l o n e s   e s t  

e f f e c t u é e   p a r   l e s   m é t h o d e s   u t i l i s é e s   a n t é r i e u r e m e n t   p o u r  

l ' é t u d e   des   c l o n e s   d é j à   c a r a c t é r i s é s   ( c a r t o g r a p h i e   p h y s i q u e  

p a r   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n ,   m i c r o s c o p i e   é l e c t r o n i q u e ,  

s é q u e n c e ,   p o u v o i r   p a t h o g è n e ,   e t c . ) .  

5.4  Le  cDNA  p o r t é   p a r   le   p l a s m i d e   r e c o m b i n a n t   ( p P V 1 - X )  

p o r t e   l ' i n f o r m a t i o n   g é n é t i q u e   n é c e s s a i r e   à  l a   s y n t h è s e   d e  

la   p r o t é i n e   p1,   p r é c u r s e u r   d e s   p r o t é i n e s   de  c a p s i d e   VP4 

( n u c l é o t i d e s   741  à  9 7 5 ) ,   VP2  ( n u c l é o t i d e s   976  à  1 8 1 8 ) ,  

VP3  (1819  à  2 5 6 2 )   et   VP1  (2563   à  3 5 0 1 ) ,   s u i v i e   de  c e l l e s  

q u i  c o r r e s p o n d e n t   à  l a   p r o t é i n e   p2  ( p r é c u r s e u r   n o t a m m e n t  

de  la  p r o t é i n e   NCVPX)  et   au  d é b u t   de  l a   p r o t é i n e   p 3 .  

L ' e n s e m b l e   c o u v r e   e n v i r o n   5650  des   7432  b a s e s   du  g é n o m e  

v i r a l .  

Le  p l a s m i d e   p P V I - 8 4 6   a  é t é   d é p o s é .  à   l a   C . N . C . M .   s o u s  

le   n°  I - 1 5 5   e t   l e   p l a s m i d e   120  s o u s   l e   n°  1 - 1 5 6   le   1 9 . m a i  

1 9 8 1 .  

L ' i n v e n t i o n   s ' é t e n d   b i e n   e n t e n d u   à  t o u s   f r a g m e n t s  

d'ADN  é q u i v a l e n t s ,   n o t a m m e n t   c e u x   d é r i v é s   des   p o l i o v i r u s  

a p p a r t e n a n t   à  d ' a u t r e s   s é r o t y p e s ,   t e l s   que  c e u x   d é s i g n é s  

s o u s   l e s   a b r é v i a t i o n s   PV2  e t   PV3,  et   d é p o u r v u s   des   p a r t i e s  

de  gène  c o d a n t   p o u r   l e s   e n z y m e s   i n t e r v e n a n t   d a n s   la   r é p l i -  

c a t i o n   d e - c e s   v i r u s .   Les  m é t h o d e s   de  f a b r i c a t i o n   des  f r a g -  

m e n t s   de  gène   d é r i v é s   de  PV1  s ' a p p l i q u e n t   de  l a   même  f a ç o n  

à  l ' o b t e n t i o n   d'ADN  c o r r e s p o n d a n t s   de  PV2  et   P V 3 .  

L ' i n v e n t i o n   c o n c e r n e   é g a l e m e n t   l e s   f r a g m e n t s   p l u s   p e -  

t i t s ,   n o t a m m e n t   t e l s   que  ceux   c o d a n t   p o u r   l a   p r o t é i n e   p 1  



( v o i r   p a r t i e   P1  s u r   l a   f i g u r e   4 ) ,   n o t a m m e n t   c eux   s ' é t e n -  

d a n t   j u s q u ' à   de  3  à  4  k i l o b a s e s   de  l ' e x t r é m i t é   5'  du  g é -  

nome  du  p o l i o v i r u s .   I l s   s o n t   u t i l e s   e n t r e   a u t r e s   en  t a n t  

que  p r o d u i t s   i n t e r m é d i a i r e s   p o u r   l a   f a b r i c a t i o n   des   f r a g -  

m e n t s   p l u s   g r a n d s   d é c r i t s   c i - d e s s u s .   I l s   s o n t   é g a l e m e n t  

i n t é r e s s a n t s   p a r   l e s   p r o d u i t s   d ' e x p r e s s i o n   d o n t   i l s   d i -  

r i g e n t   l a   f a b r i c a t i o n   d a n s   des   b a c t é r i e s   c o m p é t e n t e s .  
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1  -   ADN  c a r a c t é r i s é   en  ce  q u ' i l   c o n s i s t e   ou  est   f o r -  

mé  d 'un  segment  h y b r i d a b l e   à  une  p a r t i e   du  p o l i o v i r u s   du  type  PV-1, 

ce  segment  codant   pour  les   p r o t é i n e s   de  caps ide   et  pour  les   é v e n t u -  

e l l e s   p r o t é a s e s   n é c e s s a i r e s   au  découpage  de  c e l l e s - c i ,   c e p e n -  

d a n t   e s s e n t i e l l e m e n t   à  l ' e x c l u s i o n   d ' u n   f r a g m e n t   h y b r i -  

d a b l e   a v e c   l a   p a r t i e   t e r m i n a l e   du  p o l i o v i r u s ,   c o m p o r t a n t  

au  m o i n s   1 , 7   à  1 , 8   k i l o b a s e s   à  p a r t i r   de  son  e x t r é m i t é  

t e r m i n a l e   3'  et   c o d a n t   p o u r   l e s   p r o t é i n e s   i n t e r v e n a n t  

d a n s   l a   r é p l i c a t i o n   du  p o l i o v i r u s .  

2  -   ADN  s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   1,  c a r a c t é r i s é  

en  ce  q u ' i l   c o m p r e n d ,   du  c ô t é   de  son   e x t r é m i t é   5 ' ,   l e s  

n u c l é o t i d e s   d ' e x t r é m i t é   du  p o l i o v i r u s   du  t y p e   P V - 1 ,  

p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   l a   s é q u e n c e  

3  -   ADN  s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   1  ou  l a   r e v e n -  

d i c a t i o n   2,  c a r a c t é r i s é   p a r   une   s é r i e   s u c c e s s i v e   d e  

s i t e s   de  r e s t r i c t i o n   d o n t   l e s   p o s i t i o n s   v i s - à - v i s   d ' u n  

s i t e   Bam HI de   r é f é r e n c e ,   l u i - m ê m e   s i t u é   à  une  d i s t a n c e  

de  l ' o r d r e   de  0 ,7   kb  de  l ' e x t r é m i t é   5'  du  génome   d u  

p o l i o v i r u s   s o n t   l e s   s u i v a n t e s   ( d i s t a n c e s   e x p r i m é e s   e n  

kb  et  a f f e c t é e s   d ' u n   s i g n e   m o i n s   " - " ,   p o u r   c e u x   des   s i -  

t e s   s i t u é s   e n t r e   l a d i t e   e x t r é m i t é   5'  du  g é n o m e   du  p o l i o -  

v i r u s   e t   du  s i t e   BamHI  c o n s i d é r é )  :  

P s t  I   :  1 , 1   ;  1 , 5 5  ;   2 , 7 5  

Pvu  I I  :   2 , 6  

Kpn  I  :   - 0 , 6 3  ;   2 , 7 7  ;   3 , 3 7  

Bgl   I I  :   4 , 9  

Bam  H I  :   - 0 , 4 5  ;   1 , 4  ;   3 , 9  

Bal   I  :   - 0 , 0 5  ;   2 , 8 0  ;   3  ;  4 , 2 5  

B s t  E I I :   2 , 5 5  ;   3 , 2 0  

Bgl  I  :  - 0 , 6 6  ;   4 , 5 6  

Bcl   I  :  2 , 5 0  ;   3 , 2 5  



4  -   ADN  s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   3,  c a r a c t é r i s é  

pa r   une  e x t r é m i t é   5'  f o r m é e , s o i t   p a r   le   s i t e   Bam  HI  d e  

r é f é r e n c e ,   l o r s q u e   t o u t e   l a   p a r t i e   a n t é r i e u r e   a  é t é   d é -  

l é t é e ,   s o i t   p a r   l ' e x t r é m i t é   Ba l   I  ( - 0 , 0 5   k b ) ,   ou  Kpn  I  

( - 0 , 6 3   kb)  ou  Bgl  I  ( - 0 , 6 6   k b ) ,   n o t a m m e n t   en  cas   de  d é l é -  

t i o n s   p a r t i e l l e s   de  l a d i t e   p a r t i e   a n t é r i e u r e .  

5  -   ADN  s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   4,  c a r a c t é r i s é  

p a r   une   e x t r é m i t é   3 '  , s o i t   Bgl   I I   ( 4 , 9   k b ) ,   s o i t   Bgl   I  

( 4 , 5 6   k b ) ,   s o i t   Bal   I  ( 4 , 2 5   k b ) ,   s o i t   Bam  H I  _ ( 3 , 9   k b ) .  

6  -   ADN  s e l o n   l ' u n e   q u e l c o n q u e   des  r e v e n d i c a -  

t i o n s   1  à  5,  c a r a c t é r i s é   p a r   sa  c a p a c i t é   d ' h y b r i d a t i o n  

a v e c   l e s   s o n d e s   d ' o l i g o n u c l é o t i d e s   d é r i v é s   de  l ' A R N   d u  

p o l i o v i r u s   PV-1  et   r é s i s t a n t   à  l a   n u c l é a s é   T1  e t   c o m p o r -  

t a n t   des   e x t r é m i t é s   n u c l é o t i d i q u e s   5 ' ,   don t   l e s   p o s i t i o n s  

r e s p e c t i v e s   d a n s   l a   s é q u e n c e   n u c l é o t i d i q u e   t o t a l e   d e  

l 'ARN  du  p o l i o v i r u s   ( r e p é r é e s   en  n o m b r e s   (N)  de  p a i r e s  

de  b a s e s   c o m p t é e s   à  p a r t i r   de  sa  p r o p r e   e x t r é m i t é   5 ' )  

s o n t   l e s   s u i v a n t e s  

N806  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  2 )  

N3000  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  1 )  

N4434  ( o l i g o n u c l é o t i d e   n°  9 ) .  

7  -   ADN  s e l o n   l ' u n e   q u e l c o n q u e   des  r e v e n d i c a -  

t i o n s   1  à  6  ,   c a r a c t é r i s é   en  ce  q u ' i l   e s t   i n c o r p o r é   à  u n  

v e c t e u r ,   p l u s   p a r t i c u l i è r e m e n t   p l a s m i d e ,   n o t a m m e n t   d u  

t y p e   pBR  3 2 2 .  

8  -   P r o c é d é   de  f a b r i c a t i o n   d ' u n   ADN  c o n f o r m e  

à  l a   r e v e n d i c a t i o n   1,  c a r a c t é r i s é   en  ce  q u ' i l   c o m p r e n d  

une  o p é r a t i o n   d ' h y d r o l y s e   t o t a l e   ou  p a r t i e l l e   s e l o n   le  c a s  

d ' u n   cADN  c o r r e s p o n d a n t   au  p o l i o v i r u s   PV-1 ,   s o u s   l ' a c t i o n  

d ' u n e   enzyme  de  r e s t r i c t i o n   B g l . I I ,   Bgl  I ,   Bal   I  o u  

Bam  HI  e t   l a   r é c u p é r a t i o n   de  c e l u i   des  f r a g m e n t s   q u i   e s t  

h y b r i d a b l e   a v e c   l e s   s u s d i t s   o l i g o n u c l é o t i d é s   n°  2,  1  e t  9 .  

9  -   P r o c é d é   s e l o n   l a   r e v e n d i c a t i o n   8,  c a r a c t é -  

r i s é   en  ce  q u ' i l   c o m p r e n d   en  o u t r e ,   s ' i l   en  e s t   b e s o i n ,  

n o t a m m e n t   en  vue   de  la   f a b r i c a t i o n   d ' u n   ADN  c o n f o r m e   à  

l a   r e v e n d i c a t i o n   2  ou  3,  l e   c l o n a g e   dans   une  c e l l u l e   h ô t e  

a p p r o p r i é e   d ' u n   cADN-ARN  h y b r i d e   c o m p r e n a n t   une  e x t r é m i t é  

5'  c o r r e s p o n d a n t   à  l ' e x t r é m i t é   5'  du  p o l i o v i r u s   P V - 1 ,   l a  



r é c u p é r a t i o n   de  deux   des   c l o n e s   q u i   c o n t i e n n e n t   a l o r s   u n  
cADN  c o m p o r t a n t   l a d i t e   e x t r é m i t é ,   l a   d é t e r m i n a t i o n   d e s  

z o n e s   communes   ou  de  r e c o u v r e m e n t   de  ce  d e r n i e r   cADN  e t   d u  

cADN  p r é c é d e m m e n t   o b t e n u ,   l a   r é a l i s a t i o n   d ' u n e   r e c o m b i n a i -  

son   g é n é t i q u e   e n t r e   ces   d e u x   cADN,  n o t a m m e n t   p a r   l a   m i s e  

en  j e u   d ' u n e   des   e n z y m e s   de  r e s t r i c t i o n   a u x q u e l l e s   c o r r e s -  

p o n d e n t ,   d a n s   l e s d i t e s   z o n e s   de  r e c o u v r e m e n t ,   des   s i t e s  

de  r e s t r i c t i o n   c o m m u n s .  

1 0  -   A p p l i c a t i o n   d ' u n   ADN  c o n f o r m e   à  l ' u n e  

q u e l c o n q u e   des   r e v e n d i c a t i o n s   1  à  7  à  l a   p r o d u c t i o n   d e  

p r i n c i p e s   a n t i g é n i q u e s ,   c o m p r e n a n t   l a   t r a n s f o r m a t i o n   a v e c  

c e t   ADN  d ' u n e   c e l l u l e   h ô t e   d a n s   l a q u e l l e   i l   e s t   s u s c e p -  
t i b l e   d ' ê t r e   e x p r i m é ,   l e   c a s   é c h é a n t   a p r è s   i n c o r p o r a t i o n  

p r é a l a b l e   de  c e t   ADN  d a n s   un  v e c t e u r   a p p r o p r i é ,   c o n t e n a n t  

un  p r o m o t e u r   s u s c e p t i b l e   d ' i n i t i e r   la   t r a d u c t i o n   de  c e t  

ADN  d a n s   l a d i t e   c e l l u l e   h ô t e ,   e t   l a   r é c u p é r a t i o n   à  p a r -  
t i r   des   c e l l u l e s   t r a n s f o r m é e s   ou  de  l e u r   m i l i e u   de  c u l -  

t u r e ,   s e l o n   le   c a s ,   des   p r i n c i p e s   a n t i g é n i q u e s   p r o d u i t s .  

1 1  -   M i c r o - o r g a n i s m e ,   t e l   que  b a c t é r i e   E . c o l i ,  

h é b e r g e a n t   un  ADN  c o n f o r m e   à  l ' u n e   q u e l c o n q u e   des   r e v e n -  

d i c a t i o n s   1  à  7 .  
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